



























desarrollo	 embrionario	 temprano	 gracias	 a	 la	 actividad	 secretora	 y	motilidad	 ciliar	 de	 sus	
células	epiteliales	 (OECs).	Por	 todo	ello,	el	 cultivo	de	OECs	ha	 sido	objeto	de	estudio	para	
comprender	la	fisiología	y	la	estructura	tridimensional	del	oviducto	y	de	qué	modo	contribuye	
a	estos	procesos	de	la	biología	reproductiva.	El	objetivo	del	presente	trabajo	fue	caracterizar	
e	 iniciar	 el	 cultivo	 primario	 de	 células	 oviductales	 de	 conejo	 (ROECs)	 con	 la	 finalidad	 de	




ampular	 de	 oviductos	 de	 conejas	 inducidas	 a	 ovular	 24,	 48	 o	 72	 horas	 antes.	 Una	 vez	
seleccionado	 la	 enzima,	 se	 estudió	 la	 viabilidad	 y	 características	 del	 cultivo	 de	 las	 células	







cultivo	 primario	 de	 ROECs	 (en	 torno	 a	 556.000	 células/ml	 y	 60	 %	 de	 viabilidad),	 no	
observándose	diferencias	en	 términos	de	periodo	de	confluencia	y	del	mantenimiento	del	
movimiento	 ciliar	 (5,9	 y	 6,9	 días	 respectivamente).	 La	 digestión	 con	 pronasa	 redujo	
sensiblemente	la	viabilidad	de	las	células	de	conejas	de	oviductos	ovuladas	72h	antes	(51%).	
La	 congelación	 de	 las	 ROECs	 no	mermó	 su	 viabilidad,	 aunque	 tanto	 el	 periodo	 en	 el	 que	
alcanzan	la	confluencia	celular	y	el	de	mantenimiento	de	actividad	ciliar	se	vieron	afectados	
negativamente.	 Por	otra	parte,	 la	 expresión	del	 gen	de	 la	 oviductina	 (OVGP-1)	 fue	 similar	
tanto	 en	 las	 ROECs	 congeladas	 como	 en	 las	 no	 congeladas,	 reduciendo	 rápidamente	 su	
expresión,	indicando	un	posible	proceso	de	desdiferenciación	que	ya	es	evidente	a	los	2	días	
de	 cultivo.	 Por	 el	 contrario,	 la	 expresión	 de	 OCT-4	 estuvo	 afectada	 por	 el	 proceso	 de	






























(5,9	 and	 6,9	 days,	 respectively).	 Pronase	 digestion	 significantly	 reduced	 viability	 of	 ROECs	
from	oviducts	of	rabbits	stimulated	to	ovulate	24h	before	(51%),	while	cell	viability	was	not	
affected	by	ROECs	 freezing,	which	were	able	 to	 stablish	a	primary	 culture.	However,	 time	
spent	to	reach	confluence	and	cilia	motility	maintenance	were	adversely	affected.	Likewise,	
OVGP-1	 expression	 was	 similar	 in	 frozen	 and	 fresh	 ROECs.	 OVGP-1	 expression	 was	
immediately	 reduced,	 which	 may	 indicate	 a	 possible	 dedifferentiation	 event,	 being	
appreciable	 2	 days	 after	 culture	 initiation.	 By	 contrast,	 OCT-4	 expression	was	 affected	 by	
freezing,	 as	 a	 differential	 expression	 pattern	 was	 observed	 at	 the	 first	 2	 days	 of	 culture.	
Proliferative	potential	of	ROECs	was	evaluated	by	PDL,	which	reached	values	of	7	to	12	days	
of	culture	in	ROECs	from	rabbits	estimulated	72h	before.	Finally,	both	ROECs	co-culture	with	
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Por	otra	parte,	 dadas	 las	 diferencias	 en	 la	 histología	 sobre	 en	 la	 composición,	 distribución	 y	
orientación	 de	 los	 diferentes	 tipos	 celulares	 que	 lo	 componen,	 algunos	 autores	 optan	 por	
clasificar	las	regiones	oviductales	como	región	anterior,	media	y	posterior	(Kim	et	al.,	2011).			
Si	se	analiza	la	función,	la	estructura	e	histología	del	oviducto	(Figura	1),	el	infundíbulo	
es	 la	parte	 inicial	en	el	que	 se	 recogen	 los	ovocitos	 tras	el	proceso	de	ovulación	debido	a	 la	
capacidad	de	éste	de	deslizar	 las	 fimbrias	sobre	 la	superficie	ovárica.	Microscópicamente,	 las	
fimbrias	conectan	el	oviducto	al	ovario	gracias	a	la	multitud	de	cilios	que	proyectan	las	células	







ya	 que	 sus	 paredes	 se	 relajan	 y	 permiten	 el	 paso	 de	 éstos,	 solo	 cuando	 los	 niveles	 de	
progesterona	 se	 incrementan	 y	 consecuentemente,	 el	 endometrio	 produce	 las	 secreciones	
adecuadas	 para	 albergar	 el	 desarrollo	 de	 los	 embriones	 en	 estadio	 de	 blastocisto.	 El	 istmo	
conduce	a	la	intersección	útero-tubal,	región	donde	se	sitúa	la	transición	hacia	el	útero	y	que	en	

















capa	 serosa	 exterior	 rodea	 y	 conecta	 el	 oviducto	 con	 el	 ligamiento	 ancho	 del	 útero,	
concretamente	con	el	mesosálpinx,	un	repliegue	que	fija	ambos	órganos.	La	capa	muscular	se	
sitúa	por	debajo	de	la	serosa	y	está	formada	por	una	capa	circular	interna	y	una	capa	longitudinal	
exterior.	 Por	 último,	 se	 puede	 observar	 la	 mucosa	 en	 el	 que	 se	 observa	 un	 epitelio	
pseudoestratificado	revistiendo	multitud	de	pliegues	o	crestas.	El	oviducto	de	conejo,	como	en	
otras	especies,	presenta	una	mayor	frecuencia	de	estos	pliegues	en	la	región	ampular	(Figura	2),	
















al.,	 2012).	 Las	 células	 secretoras	 o	 intercalares	 proporcionan	 los	 factores	 proteicos	 y	 las	










secretoras.	 Comenzando	 por	 la	 fimbria,	 es	 preciso	 señalar	 que	 algunas	 de	 las	 criptas	 están	





















funciones	 de	 tipo	 secretorio	 como	 capacitación	 espermática,	 fecundación	 o	 desarrollo	
embrionario	 temprano.	 Mientras	 que	 la	 actividad	 ciliar	 de	 las	 células	 epiteliales	 facilitan	 el	
tránsito	de	los	gametos	y	embriones	hacia	el	útero,	la	actividad	secretora	regula	la	procesos	de	
mantenimiento,	capacitación	y	adherencia	de	los	espermatozoides	y	favorece	la	fecundación	y	
el	desarrollo	embrionario	 temprano.	En	el	 conejo,	además,	el	epitelio	oviductal	envuelve	 los	
zigotos	con	un	cubierta	de	mucina	que	contribuirá	posteriormente	a	facilitar	 la	 implantación.	
(Figura	3).	
Según	 diversos	 estudios,	 se	 conoce	 que	 las	 células	 del	 epitelio	 oviductal	 permiten	





intracelular	 en	 el	 esperma	 durante	 el	 proceso	 de	 capacitación	 espermática	 (Dobrinski	 et	 al.	
1997).	En	el	 caso	concreto	del	experimento	 llevado	a	 cabo	por	Dobrinski	et	al.	 (1997)	en	un	
modelo	 equino,	 se	 demostró	 que	 el	 mantenimiento	 de	 niveles	 bajos	 de	 Ca2+	 se	 consigue	
mediante	la	interacción	de	un	receptor	espermático	con	su	respectivo	ligando	en	el	epitelio	del	
istmo	 del	 oviducto.	 Dicha	 interacción	 provocaría	 la	 extracción	 del	 Ca2+	 intracelular	 de	 los	










la	 adhesión	 con	el	 fin	de	mantener	 la	 concentración	de	 calcio	 intracelular	baja	mediante	 las	
cadherinas	 epiteliales	 (E-cadherinas),	 unas	 glucoproteínas	 transmembrana	 cuyo	 dominio	







epiteliales	 del	 istmo;	 b)	 Etapa	 postovulatoria:	 activación	 de	 la	 secreción,	 transporte	 de	 los	













para	 llevar	 a	 cabo	 la	 fertilización	 (Hunter	 y	 Leglise.,	 1971).	 Durante	 la	 preparación	 de	 los	
espermatozoides	 en	 su	 camino	 a	 ser	 competentes	 fértilmente,	 las	 células	 epiteliales	 del	
oviducto	mantienen	protegidos	y	anclados	a	los	gametos	masculinos	suprimiendo	su	motilidad	
y	aminorando	la	capacitación,	lo	cual	acaba	prolongando	la	vida	útil	(Rodríguez-Martinez	et	al.,	














las	que	 interaccionan	 los	espermatozoides	 	que	son	retenidos	en	el	epitelio	 (Machado	et	al.,	













multitud	 de	 mamíferos	 donde	 se	 incorpora	 a	 los	 espermatozoides	 que	 allí	 se	 encuentran	
retenidos.	 Abe	 et	 al	 (1995)	 demostró	 la	 importancia	 de	 esta	 proteína	 dado	 su	 papel	 en	 el	
mantenimiento	de	la	viabilidad	y	motilidad	del	esperma	mediante	eventos	de	fosforilación	de	
residuos	de	tirosina	en	proteínas	del	espermatozoide.	Recientes	experimentos	señalan	que	el	
esperma	 de	 ratón	 tratado	 con	 oviductina	 recombinante	 ve	 incrementado	 esos	 eventos	 de	
fosforilación,	 y	 por	 ende,	 se	 obtienen	 mayores	 tasas	 de	 capacitación	 de	 espermatozoides	
(Saccary	 et	 al.,	 2013).	 Además,	 la	 oviductina	 también	 interacciona	 con	 la	 zona	 pelúcida	 del	
ovocito	donde	crea	sitios	adicionales	necesarios	para	la	unión	con	los	espermatozoides	(O’Day-
Bowman	et	al.,	2002;	Lyng	y	Shur,	2009).	Otra	proteína	interesante	que	participa	en	los	eventos	
de	 interacción	entre	el	epitelio	oviductal	y	 los	gametos	es	 la	osteopontina.	A	diferencia	de	 la	
oviductina,	 no	 se	 encuentra	 una	 ganancia	 neta	 de	 osteopontina	 en	 los	 espermatozoides	








finalidad	de	mejorar	 las	 condiciones	de	 cultivo	 y,	 la	 viabilidad	 y	desarrollo	de	 los	 embriones	
producidos	in	vitro	sobre	todo	en	modelos	como	el	bovino,	en	la	que	un	10,5%	de	los	embriones	
que	se	comercializan	son	producidos	in	vitro	(AETE,	2014).	Otras	especies	también	fueron	objeto	
de	estudio	para	 la	 reconstrucción	de	epitelios	oviductales,	entre	ellas,	el	 caballo.	Un	estudio	
llevado	a	 cabo	en	1991	 se	 centró	en	 concretar	 las	 ventajas	que	 suponía	el	uso	de	explantes	
oviductales	 (pequeños	 fragmentos	 separados	 de	 su	 órgano	 o	 tejido	 propio	 por	métodos	 de	





oveja	 a	 partir	 de	 producidos	 in	 vitro	 e	 in	 vivo	 tras	 su	 cultivo	 con	 y	 en	 ausencia	 de	 células	
epiteliales	oviductales.	Sus	resultados	sugerían	que	el	método	de	producción	in	vivo	o	in	vitro,	












Un	 aspecto	 sumamente	 importante	 a	 mantener	 en	 la	 reconstrucción	 de	 epitelios	
oviductales	es	el	debido	aislamiento	y	polarización	de	las	células	epiteliales.	Existen	diferencias	
sustanciales	 en	 cuanto	 al	 uso	 de	 monocapas	 de	 epitelio	 oviductal	 o	 al	 uso	 de	 explantes	
oviductales	en	suspensión.	Estudios	llevados	a	cabo	a	finales	del	siglo	pasado	ya	indicaban	que	
las	monocapas	de	células	epiteliales	del	oviducto	tienen	una	pobre	adherencia	(en	torno	al	50%).	
La	 estrategia	 de	 reconstrucción	 del	 epitelio	 oviductal	 permite	 una	 rápida	 proliferación,	 sin	
embargo,	 acarrea	 una	 serie	 de	 eventos	 de	 desdiferenciación	 como	 pérdida	 de	 caracteres	
morfológico,	 reducción	 del	 tamaño	 celular,	 pérdida	 del	 movimiento	 ciliar,	 ausencia	 de	 la	
morfología	 columnar	 y	 de	 microvellosidades	 o	 pérdida	 de	 secreciones	 específicas	 (Walter,	
1995).	 Por	 su	parte,	 la	 reconstrucción	del	 epitelio	oviductal	 basada	en	explantes	oviductales	
permite	mantener	diferentes	grados	de	diferenciación	y	 función	celular.	Prueba	de	ello	es	el	
trabajo	de	Dobrinski	et	al	(1999),	en	la	que	compararon	el	cultivo	de	células	epiteliales	a	partir	
de	 explantes	 de	 ámpula	 e	 istmo	 de	 oviductos	 equinos	 en	 tres	 medios	 de	 cultivo	 con	 o	 sin	











Estos	 cultivos	 buscan	 restituir	 la	 estructura	 tridimensional	 del	 tejido	 original	 alcanzado	








reproductiva	 y	 por	 ende	 también	 lo	 son	en	el	 desarrollo	de	 cultivos	histotípicos.	Un	estudio	
llevado	a	cabo	en	2011	escogió	el	cerdo	como	especie	modelo	debido	a	que	se	trata	de	un	animal	











núcleo.	 En	 cuanto	 a	 las	 funciones	 específicas	 del	 oviducto,	 se	 observó	mediante	 un	 test	 de	
respuesta	hormonal	al	estradiol	que	el	cultivo	de	POEC	lograba	expresar	la	oviductina	u	OVGP1,	
considerado	el	marcador	más	 importante	 en	 el	 epitelio	 oviductal	 (Miessen	 et	 al.,	 2011).	 Los	
resultados	 que	 se	 obtuvieron	 en	 esta	 investigación	 consolidaron	 la	 estrategia	 de	 utilizar	 los	
cultivos	histotípicos	para	abordar	la	reconstrucción	del	epitelio	oviductal.	
Recientemente,	Chen	et	al.	(2017)	realizaron	un	estudio	con	células	oviductales	de	tres	
modelos	 animales	 (murino	 -MOEC-,	 porcino	 -POEC-	 y	 bovino	 -BOEC-)	 en	 el	 que	 el	 cultivo	 se	
desarrolló	en	dos	fases:	proliferación	y	diferenciación	(Figura	5).	Tras	la	digestión	enzimática,	las	




semanas	 más	 para	 que	 las	 POEC	 y	 MOEC	 terminaran	 de	 diferenciarse	 a	 células	 epiteliales	
columnares	tanto	secretoras	como	ciliadas	así	como	expresar	actividad	ciliar	y	alcanzar	el	grado	
de	polarización	adecuado.	Por	su	parte,	las	BOEC	necesitaron	tan	solo	de	siete	días.	Además	de	
















Los	 cultivos	 organotípicos	 son	 cultivos	 adherentes	 donde	 las	 células	 pertenecen	 a	
diferentes	linajes.	En	este	tipo	de	cultivos,	a	diferencia	de	los	histotípicos,	las	células	generan	





respuesta	 a	 estímulos	 hormonales	 con	 mayor	 eficacia	 que	 otros	 modelos	 in	 vitro.	 Una	
investigación	llevada	a	cabo	a	principios	de	siglo	desarrolló	un	modelo	organotípico	en	el	que	
células	epiteliales	de	un	endometrio	humano	se	cultivaban	a	modo	de	organoides	glandulares	








sistema	de	cultivo	 tridimensional	del	oviducto	humano	para	evaluar	así	el	 rol	de	 las	 fimbrias	
oviductales	 en	 eventos	 de	 tumorogénesis	 serosa	 y	 mutagénesis	 en	 cáncer	 ovárico.	 Para	
desarrollar	dicho	sistema	utilizó	una	matriz	de	alginato	a	modo	de	soporte	para	la	fimbrias	ex	
vivo,	 las	 cuales	 fueron	 cultivas	 con	 factores	 de	 carácter	 carcinogénico	 (Figura	 6).	 El	 cultivo	
organotípico	 logró	 desarrollar	 poblaciones	 de	 células	 epiteliales	 ciliadas	 y	 secretoras,	
manteniéndose	apto	para	los	experimentos	de	respuesta	a	los	factores	tumorogénicos	durante	
7	días	(Eddie	et	al.,	2015).	Por	tanto,	este	sistema	3-D	de	fimbrias	oviductales	permitió	recrear	
el	microambiente	 fisiológico	 del	 oviducto.	 Sin	 embargo,	 esta	 investigación	 se	 enmarca	 en	 el	




































La	 reconstrucción	 in	 vitro	 de	 un	 epitelio	 a	 partir	 de	 células	 de	 oviducto	 de	 conejo	
facilitaría	 tanto	 el	 estudio	 comparado	 entre	 especies	 como	 la	 mejora	 de	 los	 procesos	 de	
capacitación	espermática,	 fecundación	 y	 	 desarrollo	 embrionario	 temprano.	 En	este	 sentido,	
este	estudio	preliminar	pretende:	
• Obtener	 y	 caracterizar	 el	 cultivo	 primario	 de	 células	 epiteliales	 de	 oviducto	 de	
conejo	(ROECs).	
• Evaluar	 la	 viabilidad	 post-descongelación	 de	 las	 ROECs	 y	 su	 capacidad	 para	
establecer	un	cultivo	primario.	


























- Se	 evaluó	 la	 expresión	 de	 los	 genes	 de	 la	 oviductina	 (OVGP1)	 y	OCT4	 de	 células	
congeladas	 o	 no	 de	 oviductos	 de	 24h	 a	 tiempo	 cero	 (tras	 la	 extracción	 o	 tras	 la	
extracción	y	la	descongelación),	a	los	2	días	y	a	los	7	días	de	cultivo.	













Para	 la	 realización	 de	 este	 estudio	 se	 obtuvieron	 tractos	 reproductores	 (oviducto	 y	
útero)	de	hembras	de	conejo	recién	sacrificadas	en	el	matadero	de	la	granja	de	animales	de	la	
granja	del	 Instituto	de	Ciencia	 y	 Tecnología	Animal	de	 la	Universitat	 Politècnica	de	València.	
Estos	tractos	reproductores	estaban	destinados	a	la	recuperación	de	embriones	por	lo	que	su	















esta	 forma,	 fue	más	sencillo	 retirar	 tejido	adiposo	y	el	 ligamento	mesosálpinx,	obteniéndose	
explantes	de	oviductos	de	entre	5	y	7	cm	correspondientes	a	la	fracción	ampular,	tal	y	como	se	
observa	 en	 la	 figura	 9	 A.	 Posteriormente,	 se	 retiró	 parte	 del	 tubo	 dejando	 únicamente	 un	
pequeño	 trozo	 de	 en	 torno	 a	 1cm	 dentro	 del	 conducto	 oviductal	 para	 posteriores	
manipulaciones,	tal	y	como	se	observa	en	la	figura	9	B.	
Una	 vez	 obtenidos	 y	 preparados	 los	 explantes	 de	 las	 fracciones	 ampulares	 de	 los	









Cada	 uno	 de	 los	 explantes	 de	 oviducto	 de	 cada	 coneja	 se	 sometió	 a	 una	 digestión	
enzimática	con	el	fin	de	disgregar	y	aislar	las	células	para	posteriormente	proceder	a	cultivarlas.	
En	 el	 estudio	 se	 emplearon	 tres	 enzimas	 diferentes:	 pronasa,	 tripsina	 y	 colagenasa.	 Las	
condiciones	de	 la	 digestión	 fueron	 las	mismas	para	 las	 tres	 enzimas:	 1	hora	 a	 37ºC	 con	una	
solución	de	PBS	al	1%	(p/v).	Tras	someter	a	las	muestras	al	proceso	de	digestión,	se	perfundieron	
los	oviductos	con	ayuda	de	una	pipeta,	haciendo	pasar	por	el	conducto	oviductal	2-3ml	de	medio	
de	cultivo	básico	con	suero	bovino	 fetal	al	10%.	Tras	 la	perfusión	 los	 tubos	se	agitaron	en	el	















Tras	realizar	 la	estimación	de	 la	concentración	y	viabilidad	celular	en	cada	una	de	 las	
muestras,	se	añadieron	104	células	por	cm2	a	 las	placas	de	cultivo	P60	con	5	ml	de	medio	de	





































3.5	 Extracción	 de	 RNA	 y	 transcripción	 reversa	 para	 la	 comprobación	 de	 la	








La	 concentración,	 calidad	 e	 integridad	 fueron	 evaluadas	mediante	 el	 uso	 del	 equipo	







La	 cuantificación	 relativa	 de	 los	 genes	 objeto	 de	 este	 estudio	 se	 realizó	mediante	 la	
Reacción	en	cadena	de	la	Polimerasa	a	tiempo	Real	(RT	qPCR)	con	el	termociclador	modelo	7500	










geométrica	 de	 los	 genes	 de	 referencia	 escogidos	 para	 ser	 usados	 como	 factores	 de	
normalización	housekeeping:	H2AFZ	 (miembro	Z	de	 la	 familia	de	histonas	H2A;	Mamo	et	al.,	
2008)	y	GADPH	(gliceraldehído-3-fosfato	dehidrogenasa;	Navarrete-Santos	et	al,	2004).	Tanto	
los	genes	de	 referencia	como	 los	genes	diana	de	 la	oviductina	 (OVGP-1;	 )	y	OCT-4	 (octamer-
















































se	 obtiene	 la	 magnitud	 de	 los	 	 cambios	 en	 los	 niveles	 de	 expresión	 del	 gen	 de	 interés	 al	








Los	 embriones	 en	 estadio	 de	 pronúcleo	 y	 2	 células	 fueron	 obtenidos	 de	 6	 conejas	
donantes	superovuladas	con	Corifolitropina	alfa	(FSH-CTP;	Elonva;	150	µg/mL,	Merck	Sharp	&	










Las	 conejas	 fueron	 sacrificadas	 a	 las	 22-24	 horas	 de	 ser	 inseminadas	 mediante	 la	














de	 2	 pronúcleos	 con	 la	 expulsión	 del	 2º	 corpúsculo	 polar,	 en	 ambos	 casos	 debían	 tener	 un	
citoplasma	homogéneo	y	una	zona	pelúcida	esférica.	





















para	 alcanzar	 la	 confluencia	 y	 de	 mantenimiento	 de	 la	 actividad	 ciliar	 fueron	 analizados	
mediante	un	modelo	lineal	general	en	las	que	se	incluyó	ambos	factores	y	su	interacción.	En	el	























Tanto	 la	 enzima	utilizada	para	 la	 digestión	 como	el	 tipo	de	oviducto	 fueron	 factores	
determinantes	en	la	cantidad	de	células	obtenidas.	Como	se	observa	en	la	figura	10,	tras	realizar	
la	digestión	enzimática	de	16	oviductos	con	colagenasa,	16	con	pronasa	y	17	con	tripsina;	se	
observó	 como	 el	 uso	 de	 la	 tripsina	 permite	 obtener	 un	 mayor	 rendimiento	 a	 nivel	 de	











células	musculares,	endoteliales	y	 fibroblastos	extraídas	 junto	a	 las	epiteliales,	 tratándose	de	
células	 con	 capacidad	 de	 proliferación	 y	 que	 pueden	 ser	 contaminantes	 no	 deseados	 en	 el	
cultivo	primario	de	las	epiteliales.	En	el	presente	trabajo,	la	extracción	celular	fue	mucho	más	
dirigida	a	la	recuperación	de	células	del	 lumen	ampular,	de	esta	forma,	se	sacrificó	un	mayor	
rendimiento	 celular	 con	 el	 fin	 de	 reducir	 la	 contaminación	 de	 células	 endoteliales	 y	 de	
fibroblastos.	
Por	 otra	 parte,	 el	 uso	 de	 la	 pronasa,	 una	 enzima	 que	 bloquea	 la	 inactivación	 de	 los	
canales	de	Na+	dependientes	de	voltaje,	no	es	habitual	para	el	aislamiento	de	células	epiteliales,	
sí	lo	son	la	digestión	enzimática	por	medio	de	la	tripsina,	una	peptidasa	que	ataca	los	enlaces	
peptídicos	 entre	 proteínas	 y	 la	 colagenasa,	 una	metaloproteinasa	 de	matriz	 que	 digiere	 los	
enlaces	peptídicos	del	colágeno.	Aldarmahi	(2017)	comparando	el	rendimiento	entre	tripsina	y	

















ovulación	 y	 se	 extrajeron	 estas	 células	 mediante	 digestión	 enzimática	 con	 tripsina	 al	 0,5%	
(Carney	et	al.,	1990).	Sin	embargo,	no	ofrecieron	datos	sobre	rendimiento	celular	alcanzado.	En	
trabajos	 realizados	 en	OECs	 de	 otras	 especies	 no	 se	 ha	 llegado	 a	 comparar	 la	 extracción	 en	




Figura	 11	 Concentración	 de	 células	 epiteliales	 oviductales	 en	 función	 del	 tipo	 de	 oviducto	 según	 el	












































































Como	 se	 observa	 en	 la	 figura	 12,	 la	 digestión	 enzimática	 con	 colagenasa,	 pronasa	 o	










El	 factor	 tipo	 de	 oviducto	 (24h,	 48h	 o	 72h	 tras	 las	 inducción	 hormonal)	 no	 fue		
estadísticamente	significativo,	aunque	sí	 la	 interacción	con	 la	enzima	utilizada,	 tal	y	como	se	
muestra	en	la	figura	13	y	la	figura	14.	En	estudios	previos	realizados	en	otros	modelos	animales	







































Figura	 13	 Proporción	 células	 epiteliales	 oviductales	 viables	 en	 función	 del	 tipo	 de	 oviducto	 según	 el	
momento	 del	 ciclo	 de	 la	 coneja.	 Columnas	 con	 diferente	 letra	 indican	 diferencias	 estadísticamente	
significativas	(p<0.05)	
	
Como	 se	 ha	 comentado,	 se	 observó	 una	 interacción	 significativa	 entre	 el	 tipo	 de	
oviducto	 y	 la	 enzima	 (figura	 14).	 En	 el	 caso	 de	 la	 pronasa,	 la	 viabilidad	 celular	 es	
significativamente	 menor	 si	 se	 utilizan	 oviductos	 de	 72h	 (51,3	 ±	 3,23	 %)	 que	 si	 se	 utilizan	
oviductos	 de	 48h	 (64,6	 ±	 3,54	 %)	 mientras	 que	 en	 la	 colagenasa,	 la	 viabilidad	 celular	 es	
signficativamente	 mayor	 si	 se	 utilizan	 oviductos	 de	 72h	 (61,8	 ±	 3,23	 %)	 que	 si	 se	 utilizan	
oviductos	de	48h	(52,6	±	3,54	%).		
	
Figura	 14	Proporción	de	 células	 epiteliales	 oviductales	 vivas	 en	 función	del	 tipo	de	oviducto	 según	el	
momento	 del	 ciclo	 de	 la	 coneja.	 Columnas	 con	 diferente	 letra	 indican	 diferencias	 estadísticamente	
significativas	(p<0.05)	
	








































































La	 media	 de	 días	 que	 transcurrieron	 hasta	 que	 los	 diferentes	 cultivos	 de	 ROECs	










Figura	 16	 Periodo	 de	 días	 que	 transcurren	 hasta	 alcanzar	 la	 confluencia	 ROECs	 en	 fresco	 y	 ROECs	






































Figura	 17	 Periodo	 de	 días	 que	 transcurren	 hasta	 alcanzar	 la	 confluencia	 ROECs	 en	 fresco	 y	 ROECs	
congeladas	 en	 una	 placa	 P60.	 Columnas	 con	 diferente	 letra	 indican	 diferencias	 estadísticamente	
significativas	(p<0.05)	
	
En	 el	 trabajo	 realizado	 por	 Chen	 et	 al.	 (2017)	 con	 OECs	 de	 ratón,	 porcino	 y	 bovino	
cultivadas	en	un	medio	de	proliferación	a	una	concentración	inicial	de	104	células	por	cm2,	todas	













empleado	 (24h,	 48h	 o	 72h)	 en	 el	 tiempo	 que	 transcurrió	 hasta	 que	 los	 cultivos	 de	 ROECs	
perdieron	 la	 movilidad	 ciliar	 en	 placa	 (figura	 18).	 Tampoco	 se	 encontraron	 diferencias	
estadísticamente	significativas	entre	 las	diferentes	enzimas	empleadas	en	 la	digestión	 (figura	
19).	En	este	sentido,	los	resultados	obtenidos	en	el	presente	trabajo	se	asemejan	a	los	obtenidos	




































































































































muestras	de	ROECs	que	habían	sido	 tratadas	enzimáticamente	con	 tripsina.	Así,	 se	evaluó	 la	
viabilidad	pre	y	post	-	descongelación	de	6	muestras	para	cada	tipo	de	oviducto.	Los	resultados	
mostraron	un	rango	de	proporción	de	células	vivas	comprendido	entre	el	59,8%	y	el	67,8%	en	
las	ROECs,	no	observándose	diferencias	ni	 el	 tipo	de	oviducto	ni	por	el	hecho	de	haber	 sido	
congeladas	 y	descongeladas	 (figura	21).	 Los	 resultados	demostraron	que	es	posible	 congelar	
células	epiteliales	oviductales	de	forma	eficiente	ya	que	más	del	90%	de	células	viables	extraídas		
permanecen	 viables	 post-descongelación.	 Resultados	 similares	 se	 obtuvieron	 en	 un	 trabajo	
reciente	en	el	que	se	evaluó	el	potencial	de	cultivos	de	células	epiteliales	de	oviducto	de	canes	























entre	 los	 tres	 tipos	 de	 oviductos	 (24h,	 48h	 y	 72h).	 La	 media	 de	 días	 que	 se	 mantuvo	 el	

















































Figura	 24	 Periodo	 de	 días	 que	 transcurren	 hasta	 alcanzar	 la	 confluencia	 ROECs	 en	 fresco	 y	 ROECs	



















































































gen	 de	 la	 oviductina	 (OVGP-1)	 fue	 similar,	 máxima	 en	 el	 momento	 de	 la	 obtención	 y/o	
descongelación,	reduciendo	su	expresión	rápidamente	durante	el	cultivo	(figura	27).	A	las	48h	
de	iniciado	el	cultivo	ya		se	evidencia	la	desdiferenciación	de	las	células	oviductales	a	nivel	de	
este	 marcador.	 La	 congelación-descongelación	 no	 produce	 efectos	 adicionales	 al	 cultivo	 en	
monocapa	de	estas	células.	Palma-Vera	et	al.	(2014)	observaron	en	un	cultivo	en	interfase	aire-
líquido	de	BOECs		que	tras	una	estimulación	con	50ng/ml	de	estradiol,	los	cultivos	mantuvieron	
la	 expresión	 de	OVGP-1	 hasta	 6	 semanas	 después	 de	 haberse	 iniciado,	 aunque	 con	 elevada	
variabiliad	entre	 los	cultivos.	Miessen	et	al.	 (2011)	demostraron	que	era	posible	estimular	 la	


















congeladas	 en	 el	momento	 de	 su	 obtención	 y	 a	 los	 2	 días	 de	 cultivo	 fue	 significativamente	
superior	 al	 nivel	 de	expresión	a	 los	2	días	 en	ROECs	en	 fresco	 y	 al	 de	 las	ROECs	en	 fresco	 y	
congeladas	a	los	7	días	(figura	28).	A	diferencia	del	gen	de	la	oviductina,	el	gen	OCT-4	no	ha	sido	
un	 gen	 habitual	 en	 el	 análisis	 de	 expresión	 de	 células	 epiteliales	 de	 oviducto.	 Por	 tanto,	 el	
resultado	sugeriría	la	presencia	de	células	madre	adultas,	aspecto	que	es	necesario	comprobar	
con	 un	 panel	 de	marcadores	 apropiados.	 Ratajczack	 et	 al.	 (2011)	mostraba	 evidencias	 de	 la	
presencia	 de	 células	 madre	 de	 origen	 embrionario-fetal	 en	 diferentes	 órganos	 y	 tejidos	 de	
adultos.	 En	 este	 sentido,	 estudios	 realizados	 para	 evaluar	 el	 potencial	 de	 las	 células	 de	 las	
trompas	de	Falopio	para	desencadenar	carcinomas		(Paik	et	al.,	2012)	y	el	potencial	regenerativo	













































momento	 de	 su	 obtención	 o	 descongelación	 (control).	 La	 expresión	 se	 normalizó	 mediante	 una	
combinación	de	múltiples	genes	housekeping	(H2AFZ	y	GADPH).	Las	columnas	indican	el	promedio	del	


























































tumorales	 obtenidas	 de	 hígado	 con	 PDL	 de	 230	 (Schaeeffer	 et	 al.,	 1979),	 de	 células	 madre	
adultas	epiteliales	como	 las	 limbares	con	400	generaciones	 (PDL	acumulado,	Okamoto	et	al.,	
1995)	o	células	madre	mesenquimales	de	diferentes	orígenes	entre	10	y	45	generaciones	(Kim	
et	 al.,	 2012).	 En	 el	 ámbito	 en	 el	 que	 se	 enmarca	 el	 presente	 trabajo,	 relativamente	 pocos	
estudios	han	registrado	la	capacidad	proliferativa	de	sus	cultivos	de	OECs	en	PDL.	Un	estudio	

























































































presencia	 de	 las	 células	 epiteliales	 no	 genera	 una	 tasa	 de	 llegada	 al	 blastocisto	
significativamente	superior	a	la	del	cultivo	con	el	medio	condicionado.	El	único	estudio	previo	
en	el	que	se	haya	evaluado	 la	mejora	del	desarrollo	embrionario	temprano	de	embriones	de	




Un	estudio	más	 reciente	donde	se	comparó	 la	 tasa	de	desarrollo	embrionario	en	co-





de	la	capa	de	mucoproteínas	o	mucina	que	recubre	 los	blastocistos,	 lo	que	es	 imprescindible	


















para	 el	 aislamiento	 de	 las	 ROECs	 permite	 alcanzar	 un	 mayor	 rendimiento	 y	
suficiente	viabilidad	celular	para	establecer	un	cultivo	primario	de	ROECs.		
Ø Las	ROECs	resisten	a	la	congelación,	sin	merma	de	viabilidad,	siendo	capaces	de	
establecer	 un	 cultivo	 primario,	 aunque	 tanto	 el	 periodo	 en	 el	 que	 alcanza	 la	
confluencia	celular	y	el	de	mantenimiento	de	actividad	ciliar	se	ven	afectados	
negativamente.	
Ø El	 PDL	 alcanzado	 denota	 una	 capacidad	 proliferativa	 limitada	 de	 los	 cultivos	
obtenidos	de	ROECs.	
Ø La	expresión	del	gen	de	la	oviductina	(OVGP-1)	fue	similar	tanto	en	las	ROECs	
congeladas	 como	 en	 fresco,	 observando	 su	 reducción	 tras	 2	 días	 de	 cultivo,	
mientras	 que	 la	 expresión	 de	 OCT-4	 estuvo	 afectada	 por	 el	 proceso	 de	
congelación,	observándose	un	patrón	de	expresión	diferencial	en	los	primeros	
2	días	de	cultivo.		
Ø Tanto	 el	 co-cultivo	 de	 ROECs	 con	 embriones	 como	 en	 el	 cultivo	 de	 medio	
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